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Prufungsantrag gem. 5 44 PatG ist gestellt 

@ Verwendung von proteolytischen Enzymen zur Herstellung eines Medikaments zur Behandlung einer 
Krankheit, an deren Entstehung Proteine mit einer C H 2~Domane beteiligt sind 

(§) Die voriiegende Erfindung betrifft die Verwendung von 
mindestens einem proteolytischen Enzym zur Herstellung 
eines Medikaments zur Behandlung einer Krankheit, an 
deren Entstehung mindestens ein Protein, enthahend minde- 
stens eine C H 2-Domane, beteiligt ist. Insbesondere eignen 
sich die proteolytischen Enzyme zur Modulation von Immun- 
globulinen, so daft deren Bindungsfahigkeit fur die Kompie- 
mentkomponente C1q herabgesetzt wird. Diese Modulation 
von Immunglobulinen erlaubt beispielsweise eine wirkungs- 
volle Behandlung von Entzundungsvorgangen, an denen 
Kom piemen t beteiligt ist 
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Beschreibung 

Die vorlicgcndc Erfindung betrifft die Verwendung von mindcstcns einem proteolytischen Enzym zur Her- 
stellung eines Medikaments zur Krankhcit, an dcren Entstehung mindestens ein Protein, enthaltend mindestens 
eine CH2-Domane, beteiligt ist 

Das Immunsystem ist eine biologische Funktionseinheit mit hochspezifischen Reaktionsablaufen sowohl auf 
humoraJcr wie auf zellularer Ebene. Stdrungen in diesem komplexen System sind an der Entstehung zahlreicher 
Krankheiten ursachlich beteiligt So fQhren Defekte in der Entwicklung des 1 mm un systems zu sogenannten 
Immundefektkrankheiten, die durch eine erhdhte Anfelligkeit fflr Infektionen und Tumoren gekennzeichnet 
sind, wie beispielsweise der Agammaglobulinamie. Obersteigerte Reaktionsbereitschaf t kann allergische Reak- 
tk>nen oder Autoimmunkrankheiten ausldsen, und eine gestdrte immunologische Oberwachungsfunktion des 
Organismus kann die Tumorentstchung und die Ausbreitung von pathogenen Mikroorganismen im Kdrper 
begfinstigen. 

Antikoper stellen fur die humorale Antwort wesentliche MolekQle dar. Die den Amikdrper bildenden schwe- 
ren und leichten Proteinketten sind jeweils in verschiedene funktionelle Domanen unterteilL So ist die variable 
Domane der schweren Kette Vh an der Bindung des Antigens beteiligt, und die nachfolgenden Domanen ChL 
Ch2 und Ch3 sind fur die sogenannten Effektorf unktionen eines Antikdrpers, wie beispielsweise die Bindung von 
Komplementproteinen, verantwortlich. Insbesondere die CH2-Domane ist am initialen Schritt der Komplement- 
aktiviening beteiligt 

Das Vorhandensein einer CH2-Domane ist jedoch nicht auf Immunglobuline beschrankt, sondern die 
CH2-Struktur ist beispielsweise auch inT-Zell-Rezeptorproteinen, Zelladhasionsmolekulen und den im Haupthi- 
stokompatibilitatskomplex codierten Proteinen der Klasse I und II sehr ahnlich vorhanden. Zahlreiche Proteine 
mit einer zu der Domanenstruktur der Immunglobuline ahnlichen Struktur werden zu den Proteinen der 
sogenannten Immunglobulinsuperfamilie zusammengefa&t Eine Obersicht ubcr Proteine, enthaltend eine 
CH2-Struktur, ist gegeben in A. F. Williams and A. N. Barcley, The Immunoglobulin Superfamily-Domains for 
Cell Surface Recognition", Ann. Rev. ImmunoL 1988,6, 381 -405, 

Im folgenden wird unter dem Begriff CH2-Stmktur bzw. Ch2- Domane der Bereich eines Proteinmolekuls 
verstanden, der eine ihnliche Struktur wie die CH2-Domane von IgG aufweist In der Literatur wird fiir eine 
solche Struktur auch der Begriff C2- Domane oder C2*Set verwendet 

Wie oben fur die Immunglobuline erlautert, besttzt die Ch 2 -Struktur auch in den weiteren Mitgtiedern der 
Immunglobulinsuperfamilie haufig eine Effektorf unktion, die an der Entstehung verschiedenstcr Krankheitsbil- 
der beteiligt sein kann, Eine Auflistung Ch 2- Struktur assoziierter fCrankheitsbilder zeigt die Tabelle 1. In dieser 
Tabelle sind Kxankheitsbilder aufgefuhrt, an deren Entstehung verschiedene Proteine enthaltend mindestens 
eine CH2-Struktur beteiligt sind 
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Tabelle 1 

Vorkommen von Cftf-assoziierten Proteinstrukturen bei v rschiedenen Krankheitsbildern 



Kj-ankheitsbiid 



CH2-Stnjktur 



CH2-Form 



Entzundungcn 
Odeme 

Vaskulitis(Ref.1,2,3,4,5) 



Autoimmuncrkrankungen 

Rheumatismus 
Lupus Erythematodes 
multiple Sklerose (Ref. 7, 9) 

Immunkomptexerkrankungen 
Glomerulonephritis (Ref. 8) 

Tumorerkrankungen 
Verschiedene Karzinome (Ref. 12) 

Viruserkrankungen 
Varizella Zoster (Ref. 10, U) 

HlV(Ref.t2,13) 



in Endothelzellrezeptoren 
1CAM-1 (CD54) 
ICAM-2 
VCAM 

PECAM(CD31) 



Ig in Immunkomplexen und gewebsgebundenen 
Autoantikorpcrn, auf aktivierten 
Lymphozyten/Monozyten (CD25) 

aJs Immunglobulin in Immunkomplexen 

Bestandteil des karzinoembryonalen 
Antigens (CEA) 

als Immunkomplex, als Immunglobulin 
auf virusproduzierenden Zellen 

im Ig des Immunkomplex, 
imCD4-Rezept 



Pentamer 
Dimer 
Septamer 
Hexamer 



mindestens 
4 Polymer 



Polymer 
Hexamer 



mindestens 
4 Polymer 

mindestens 
4 Polymer, 
imCD4- 
Monomer 
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Tabelle 2 

Immunologische Reaktiionspartner von Qtf-hahigen Strukturen 



Ch2 stammt von 



immunologische Reaktionspartner pathoimmunologische/physiologische Folgen 



antigenfixiertem 
Immunglobulin G, M 
(Immunkomplcx) 

Auto-Antigen-fixiertes 
Immunglobulin, z. B. DNA 

gewebsgebundenc 

Autoantikorper, 

z. B. Acetylcholinrezeptor 

(G, M, autorcaktive Anttkorper) 

Immunglobulin G 

Adhasionsrezeptor 
ICAM-1 Intercellular 
Adhesion Molecule" 

Endothelzellrezeptor 
ICAM-2 "Inter Cellular 
Adhesion Molecule" 



Endothelzellrezeptor 
VCAM "Vascular Cell 
Adhesion Molecule" 

Endothelzellrezeptor 
PECAM "Platelet Endothel 
Cell Adhesion Molecule" 

CEA + der Tumorzellen 
(verschiedene Karzinome) 



Clq der Komplementproteine 



Clq der Komplementproteine 



Clq der Komplementproteine 



Rheumafaktoren G» M, A 

CDUa,CDUb,CDnc, 
CD18-positive Lymphozyten, 
Granulozyten und Monozyten 

CDI1a,CD18-positive 
Lymphozyten, 
-Granulozyten und 
Monozyten 

CD49ct CD29-positive 
Lymphozyten, Monozyten 

Thrombozyten, 
CD31 -positive Zellen, 
mit sich selbst!? 

Tumorzellen selbst 



"klassische" 

Entzundungsreaktionen, 
Komplementaktivierung 

Entzundungsreaktionen, 

Immunkomplexablagerungcn, 

Komplementaktivierung 

Entzundungsreaktionen 
Komplementaktivierung 



Entzundungsreaktionen, 
systemisch und lokal 

Anlagerungder lmmunozyten an den 
Rezeptor, Entzundungen, systemisch 
und lokal Endothellasionen 

Anlagerungder lmmunozyten an den 
Rezeptor, Entzundungen, systemisch 
und lokaL Endothellasionen 

Anlagerung der lmmunozyten an den 
Rezeptor, Entzundungen, systemisch 
und lokal, Endothellasionen 

Entzflndungen, systemisch und lokal, 
Thrombozy topenie ? 

CEA realisiert wahrscheinlich den 
intensiven Zellkontaktden Tumorzellen 
fur das Wachstum brauchen 



Aufgabe der vorliegenden Erftndung ist es, ein Medikament bereitzustellen, mit dem eine Krankheit, an deren 
Entstehung mindestens ein Protein, enthaltend mindestens eine Chtf-Domane, beteiligt ist wirksam behandelt 
werden kann 

Diese Aufgabe wird erfindungsgemafi geldst durch ein Medikament, zu dessen Herstellung mindestens ein 
proteolytisches Enzym verwendet wird 

Es wurde uberraschenderweise gefunden, daft proteolytische Enzyme auBerst selektiv die CH2-Struktur in 
Proteinen modulieren, so daO die Cftf-Struktur thre Effektorfunktion verliert, die Ubrigen humoralen bzw. 
zcllularen Funktionen jedoch erhalten bleiben. 

Erfindungsgemafi besonders geeignete proteolytische Enzyme sind Trypsin, Papain,a-Chymotrypsin und Pan- 
kreatin. Ganz besonders geeignet sind Papain und Trypsin, wobei eine Kombination von Papain und Trypsin sich 
als besonders wirkungsvoll erweist 

Papain ist ein proteolytisches Enzym, das aus dem Milchsaft der unreifen, fleischigen Fruchte des Melonen- 
baumes Carica papaia nach ublichen Methoden herstellbar ist. 

Trypsin und a-Chymotrypsin sind proteolytische Enzyme, die aus Pankreas nach ublichen Methoden herstell- 
bar sind. 

Pankreatin wird aus Schweine- oder Rinderpankreas gewonnea 

Die proteolytischen Enzyme sind besonders geeignet zur Behandlung einer Krankheit, an deren Entstehung 
mindestens ein Protein, das zu der Immunglobulinsuperfamilie gehdrt beteiligt ist, und insbesondere, wenn ein 
Immunglobulin beteiligt ist. 

Die durch das bzw. die proteolytischen Enzyme modulierten Immunglobuline zeichnen sich dadurch aus, daB 
deren Bindungsfahigkeit ftir die Komplementkomponente Clq erniedrigt ist Dies gilt fOr naturliche Ctq-binden- 
de Immunglobuline (Subklassen IgGi, IgG^ IgG* IgM und teilweise IgA). 

Die geanderte Clq-Bindungsfahigkeit wird vermutlich durch eine Konformationsanderung der CH2-Domane 
aufgrund der Enzymeinwirkung verursacht Dabei kann die Konformationsanderung entweder durch eine 
enzymatisch verursachte Anderung unmittelbar in der Cbtf-Domfin hervorgeruf en werden, oder die proteolyti- 
schen Enzyme bewirken eine Strukturanderung in den der CH2-Domane benachbarten Bereichen, und diese 
Anderungen beeinflussen die Konformation der CH2-Domanc 
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Fur die Herstellung eines M dikaments sind die folgenden Enzymmeng n pro TabJettc besonders gccignet: 
Trypsin ist vorzugsweise in einer Menge von 10 bis 30 mg, besonders b vorzugt in einer Menge von 24 mg, zu 
verwenden. FQr a-Chymotrypsin werden vorzugsweise I bis 10 mg, insbesondere 1 mg, verwendet Filr Papain 
sind 40 bis 100 mg besonders geeignet 60 mg sind ganz besonders geeignet Fur Pankreatin sind 50 bis 200 mg 
bevorzugt geeignet, wobei 100 mg ganz besonders geeignet sind Vorzugsweise werden dem Medikament die 
Oblichen Hilfs- und Tragerstoffe zugesetzt Gegebenenfalls kann das Medikament noch zusdtzliche proteolyti- 
sche Enzyme enthalten. 

Die folgenden Beispiele erftutern die Erfindung. 

An eine Mikrotiterplatte mit 96 Vertiefungen und erhdhter Adsorption (erhaitlich von der Firma Nunc) als 
Festphase wurde das F(ab')2- Fragment von humanem Immunglobulin G adsorptiv gebunden. Um eine adsorpti- 
ve Bindung weiterer MolekQle an die Festphase zu verhindern, wurde die aktive Plastikoberflache mit einer 
0,1% RinderserumaJbumin-Ldsung anschlieBend uberschichteL 

An das an die Festphase ftxierte humane F(ab'>2 -Fragment das als Antigen fungiert, wurde dann ein 
Kaninchenantik5rper der Klasse G gegen Human- 1 gG F(ab')? gebunden, die dann zusammen einen Immunkom- 
plex darstellen. Dieser Immunkomplex wurde den verschiedenen Losungen mit proteolytischem Enzym, die 
unterschiedliche Konzentrationen an Enzym enthielten, verschieden lang andauernden Perioden ausgesetzt 

Die Anderung der Clq-Bindungsfthigkeit des Immunkomplexes durch die Enzymeinwirkung wurde uber die 
quantitative Bestimmung von gebundenem, humanem Clq ermittelL Die Detektion des gebundenen Clq erfolg- 
te mit einem anti-Human-Clq-Antikorper der Klasse G aus Schaf, wobei der Schafsantikdrper an alkalische 
Phosphatase gekoppelt war, deren Umsatz von p-Nitrophenytphosphat bei 405 nm photometrisch bestimmt 
wurde. Die Quantifizierung der immunkomplexgebundencn Clq-Menge erfolgte uber eine mitgefuhrte Eichkur- 
ve. In den Fig. 1 bis 4 sind einige Ergebnisse der durchgefQhrten Vers uchsrei hen graphisch dargestellt 

Fig. I zeigt ein mit Papain erhahenes Ergebnis, bei dem der Immunkomplex 30 min lang bei 37° C und 
verschiedenen Enzymkonzentrationen inkubiert wurde. Die Referenzkonzentration des Clq betrug 2000 ng/ml. 
Pro MeBwert wurden vier Parallelversuche durchgefOhrt Die Mittelwerte der bestimmten Clq-lConzentration 
sind als rautenfbrmige Symbole mit der dazugehorigen Standardabweichung eingezeichnet Bei Symbolen ohne 
Fehlerbalken war die Standardabweichung nicht mehr graphisch darstellbar. 

In Fig. 2 sind die fur Enzymmengen zwischen 10 und 100 ng/ml erhaltenen Werte reziprok zu der Darstellung 
in Fig. 1 aufgetragen. Auf dieser Darstellung laBt sich die Papainkonzentration ermitteln, die zur Halbierung der 
Clq-Bindungsfahigkeit ftthrt (Halbeffektkonzentration). 

In Fig. 3 und 4 sind die mit Trypsin erhaltenen Ergebnisse in analoger Weise zu Fig. 1 und 2 dargestellt Die 
Inkubationszeit mit Trypsin betrug 120 min bei 37° G Jeder MeBwert stellt das Ergcbnis von 4 parallelen 
Versuchen dar, 

Tabelle 3 enthalt eine Zusamm ens tel lung der Enzymkonzentrationen, die zur Halbierung der Clq- Bindungsfa- 
higkeit in den oben beschriebenen Versuchen bendtigt wurden. 

Tabelle 3 



Enzym 50% Reduktion Vcrtrauensbereich Enzym- 

der Clq- Bindung bei ng/ml einwirkzeit 



Papain 62,5(50-100) >99% 30 min 

Trypsin 23(20-27) >95% 120 min 



Die gefundenen Minimal- bzw. Maximal werte sind in Klammern angegeben. 

Als fControllversuche dafur, daB der durch Trypsin bzw. Papain hervorgerufene Effekt auf die Bindungsf&hig- 
keit von Immunkomplex en fur Glq nicht auf einen unspeziflschen proteolytischen Abbau von Proteinen des 
Inkubatk>n$ansatzes zuruckzufiihren ist wurden Versuche durchgefOhrt bei denen die Zugabe der proteolyti- 
schen Enzyme zu dem Inkubationsansatz erst nach erfolgter Bindung von Clq an den Immunkomplex erfolgte. 
Bei diesen Inkubationsansatzen wurden keine Anderungen in der Menge des an den Immunkomplex gebunde- 
nen Clq mit Enzymmengen der Halbwertskonzentration und gleicher Inkubationsdauer beobachtet. Dieses 
Ergebnis laflt eindeutig den SchluB zu, daB die verwendeten proteolytischen Enzyme selektiv die Bindungsdoma- 
ne far Clq, d. h. die CH2-Domane moduli erert und zwar derart daB deren Clq-Bindungsfahigkeit herabgesetzt 
wird. Somit eignen sich die proteolytischen Enzyme insbesondere zur Behandlung von mit Komplement vermit- 
telten Entzundungsreaktionen. 

Die Modulierung der CH2-Struktur durch proteolytische Enzyme konnte auch far die membranstandigen 
Proteine CD4 auf T-Lymphozyten bzw. Monozyten und CD54 auf Monozyten beobachtet werden. In den Fallen 
der CD4 und CD54-Molekule fflhrt die Einwirkung von Trypsin zur Reduktion der Rezeptorepitopdichte auf 
den Zellen. Einen ahnlichen Effekt ubt Trypsin auf das Rezeptorprotein CD31 von B-Zellen aus. 

Die oben eriauterte erflndungsgemaBe Verwendung von proteolytischen Enzymen erlaubt somit ein weites 
Spektrum verschiedenster Krankheiten, an deren Entstehung mindestens ein Protein mit einer CH2-Domane 
beteiligt ist r wie beispielsweise Komplement vermittelte EntzQndungsreaktionen, wirkungsvol) zu therapieren. 

Patentanspruche 

1. Verwendung von mindestens einem proteolytischen Enzym zur Herstellung eines Medikaments zur 
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Behandlung einer Krankheit, an deren Entstehung mindcstcns ein Protein, enthaltend mindestens eine 
CH2-Domane, beteiligt ist 

2. Verwendung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB als proteolytisches Enzym Papain und/oder 
Trypsin verwcndet wird 

3. Verwendung nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet daB als proteolytisches Enzym Trypsin verwen- 
det wird 

4. Verwendung nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet daB als proteolytisches Enzym Papain verwendet 
wird 

5. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 4. dadurch gekennzeichnet, daB ein Protein der Immunglo- 
bulinsuperfamilie an der Entstehung der Krankheit beteiligt ist 

6. Verwendung nach Anspruch 5 t dadurch gekennzeichnet, daB ein Immunglobuiin an der Entstehung der 
Krankheit beteiligt ist 

7. Verwendung nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daB {Complement vermittelte Entzundungen 
behandelt werdea 
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